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PROCEDE DE PREPARATION D' UN PRODUIT LACTE IMMUNOSTIMULANT 
ET SES APPLICATIONS 

La presente invention est relative a 
1' utilisation de bifidobacteries pour la preparation 
5 d' aliments lactes immunostimulants convenant en 
particulier a 1' alimentation infantile : aliments pouvant 

etre sous forme liquide ou poudre. 

Le genre Bifidobacterium fait partie de la 
famille des Actinomycetaceae ; il regroupe des bacilles a 
10 Gram positif, anaerobies stricts, fermentant le glucose 
par la voie de la fructose 6-phosphate phosphocetolase . 
Leur pH optimal de croissance est compris entre 6 et 7, 
et leur temperature optimale de croissance est comprise 

entre 37 et 40°C. 

15 Les bifidobacteries font partie de la flore 

intestinale humaine normale, et on leur reconnait de 
nombreux effets benefiques pour la sante. II est 
notamment connu que les nourrissons alimentes au sein, 
qui possedent une flore intestinale dans laquelle les 

20 bifidobacteries predominent, resistent mieux aux 
infections et presentent notamment un risque de diarrhee 
plus faible que les nourrissons nourris avec des 
preparations lactees industrielles . 

Le role des bifidobacteries dans cette 

25 resistance accrue aux infections n'a pas ete completement 
elucide. Differentes etudes indiquent qu'elles possedent 
un pouvoir immunostimulant qui impliquerait des 
substances polysaccharidique associees a la paroi 
bacterienne, ou secretees par les bacteries au cours de 

30 la fermentation anaerobie GOMEZ et al., [FEMS Microbiol. 
Lett., 56, 47-52, (1988), decrivent 1'effet 

immunomodulateur de fractions exocellulaires riches en 
polysaccharides produites par Bifidobacterium 

adolescentis ; la Demande FR publiee sous le numero 

35 2652590, au nom des Laboratoires OM, decrit un 
exopolymere immunopotentiateur de nature 
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polysaccharidique produit par Bifidobacterium infantis 
longum ; HOSONO et al., [Biosci. Biotech. Biochem. , 61, 
312-316 (1997) et Bioscience Microflora, 17, 97-104, 
(1998), decrivent des polysaccharides immunopotentiateurs 
5 produits par differentes especes de Bifidobacterium. 
L' action immunomodulatrice des bif idobacteries se 

manifeste egalement par la regulation de la microflore 

intestinale, en particulier au detriment du developpement 
d' especes bacteriennes pathogenes. ROMOND et al. 
10 [Anaerobe, 3, 137-143, (1997), et J. Dairy Sci., 81, 
1229-1235, (1998)] decrivent ainsi des fractions riches 
en glycoproteines, produites par Bifidobacterium breve en 
conditions de fermentation anaerobie, et induisant in 
vivo un effet regulateur de la microflore intestinale. 
15 On trouve sur le marche de nombreux produits 

fermentes par des bif idobacteries, eventuellement 
associees a d' autres bacteries lactiques, et dont 
1' ingestion permet de beneficier des effets 
immunostimulants des bif idobacteries et de leurs produits 
20 de fermentation. 

Dans le cas de 1 ' alimentation infantile, 
cependant, ceux-ci ont 1 ' inconvenient d'etre trop acides 
et de presenter, notamment dans le cas des produits en 
poudre, un aspect non-homogene apres reconstitution, du 
25 fait de la coagulation des proteines du lait par 
l'acidite generee lors de la fermentation. lis sont done 
parfois mal acceptes par 1' enfant et par la mere. 

Or, les Inventeurs ont maintenant decouvert 
que la production par des bif idobacteries, de substances 
30 dotees de proprietes immunostimulantes pouvait 
s'effectuer sans fermentation, et done sans acidification 
du produit final. 

La presente Invention a pour objet un procede 
de preparation d'un produit lacte immunostimulant , 
35 caracterise en ce que l'on effectue la bioconversion d' un 
substrat laitier a l'aide d'une culture de 
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Bifidobacterium, par maintien dudit substrat en contact 
avec ladite culture, dans des conditions defavorables a 
la fermentation par Bifidobacterium. 

On definit par « conditions defavorables a la 
5 fermentation par Bifidobacterium » des conditions dans 
lesquelles 1' acidification du milieu par Bifidobacterium 
n'excede pas 0,5 unites pH en 8 heu res d / incubation pour 
un ensemencement initial 1 a 5 x 10' UFC par ml. 

De telles conditions peuvent notamment etre 

10 constitutes par : 

le maintien en conditions aerobies, par 
exemple sous agitation ; 

- le maintien a une pression osmotique du 
milieu de 0,93 a 0,97 d' activite de l'eau 

15 (AW) ; 

- le maintien a une temperature de 40 a 

48°C ; 

ainsi que des combinaisons de ces differentes 

conditions . 

20 La mise en contact du substrat laitier et des 

Bifidobacterium peut etre effectuee a raison de 1 x 10 7 a 
1 x 10 9 UFC par ml de substrat laitier, et la population 
finale de Bifidobacterium a 1' issue de la reaction de 
bioconversion est de 1 x 10 5 a 1 x 10 9 UFC par ml de 

2 5 produit. 

Le pH du substrat laitier lors de la mise en 
contact avec les bacteries est de preference de 6,3 a 7 
et le pH du produit a 1' issue de la reaction de 
bioconversion est pref erentiellement de 6 a 7 . 
30 Selon les conditions utilisees, le temps de 

contact entre le substrat laitier et les bacteries sera 
de 6 a 24 heures. 

Le substrat laitier peut etre du lait, ou tout 
milieu a base de lait ; il peut s'agir par exemple d' un 
35 concentre de lait, d' une base pour aliment lacte 
infantile, d' une base pour yoghourt, etc... 



On peut ajouter au milieu a base de lait les 
ingredients necessaires a la realisation du produit pret 
a consommer que l'on souhaite obtenir. Si par exemple on 
souhaite obtenir un aliment lacte pour nourrissons, on 
ajoutera du lactose, des malto-dextrines, des mineraux, 
des vitamines, des matieres grasses, les ingredients per- 
mettant de reconstituer la composition du lait maternel. 
Si on le souhaite, les matieres grasses sont incorporees, 
puis homogeneisees avec la solution de maniere a obtenir 
une emulsion stable. 

Une souche de Bifidobacterium breve convenant 
particulierement a la mise en oeuvre de 1' invention, a ete 
deposee selon le Traite de Budapest, le 31 mai 1999, sous 
le numero 1-2219 aupres de la CNCM (Collection Nationale 
de Cultures de Microorganismes ) tenue par l'Institut 
Pasteur, 25 rue du Docteur Roux, a Paris. 

Cette souche possede les caracteristiques 

suivantes : 

Morphologie : bacilles courts avec rares 
formes en Y et V 

Metabolisme : anaerobie ; production d'acides 
acetique et lactique L(+) 

Fermentation des sucres : glucose, galactose, 
fructose, maltose, saccharose, lactose, esculine, ribose, 
mannitol, sorbitol, D raffinose, melibiose. 

La presente invention a egalement pour objet 
un produit lacte liquide caracterise en ce qu'il peut 
etre obtenu en mettant en oeuvre un procede conforme a 
1' invention . 

Ce produit presente de preference, a 1' issue 
de la reaction de bioconversion, un pH de 6 a 7 . 

A titre de comparaison, les produits de 1'art 
anterieur obtenus par fermentation par Bifidobacterium 
ont, en fin de fermentation un pH de 4 a 4,6. 

Ce produit peut etre consomme tel quel, ou 
subir differents traitements, dont la nature varie selon 



le produit pret a consommer que l'on souhaite obtenir. II 
peut par exemple etre additionne d' agents de texture, de 
saveur, de supplements vitaminiques ou mineraux, de 
matieres grasses, etc..., si ceux-ci n'ont pas ete 
5 ajoutes dans le milieu initial. II peut egalement etre 
concentre ou dilue. 

Un produit lacte conforme a 1' invention peut 

servir — Se — &555 — pour — — prfipdl ' dLlUU — d' dliillbUiLs lauL6b 

f rais - 

10 Avantageusement, il peut egalement etre 

utilise pour la preparation, par sterilisation et/ou 
deshydratation, d' aliments de longue conservation. En 
effet, il conserve ses proprietes immunostimulantes meme 
apres dessiccation et sterilisation UHT . 

15 La presente invention englobe egalement les 

aliments lactes frais, sterilises, ou deshydrates obtenus 
a partir d' un produit lacte conforme a 1' invention. 

Elle englobe aussi les aliments lactes 
reconstitues obtenus par addition d'eau aux aliments 

20 lactes deshydrates conformes a 1' invention. 

Les aliments lactes (frais, sterilises, ou 
reconstitues) conformes a 1' invention ont generalement un 
pH de 6 a 7,5, de preference de 6,5 a 6,9. 

Contrairement aux aliments resultant de la 

25 fermentation par Bifidobacterium connus dans l'art 
anterieur, les aliments lactes conformes a 1' invention ne 
sont pas acides, et contiennent les proteines du lait 
sous forme soluble, non-coagulee . Par addition d'eau aux 
aliments lactes deshydrates conformes a 1' invention on 

30 peut ainsi obtenir un produit homogene, sans 
precipitation ou separation de phase. 

Les aliments lactes conformes a 1' invention, 
de par leur effet immunostimulant , conferent une 
protection contre les infections microbiennes et virales 

35 comparable a celle des aliments resultant de la 
fermentation par Bifidobacterium connus dans l'art 
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anterieur, sans presenter les inconvenients de ces 
derniers en termes de modification du gout et de 1' aspect 
du produit- lis sont particulierement bien adaptes a 
1' alimentation infantile, et notamment a 1' alimentation 
5 des nourrissons, mais peuvent egalement etre utilises 
pour 1' alimentation de sujets de tous ages. 

La presente invention sera mieux comprise a 
l'aide du complement de description qui va suivre, qui se 
refere a des exemples de preparation de produits lactes 

10 conformes a 1' invention. 

EXEMPLE 1 : FABRICATION D'UNE PREPARATION LACTEE 
DIETETIQUE POUR NOURRISSONS, EN POUDRE, A ACTIVITE 
IMMUNOSTIMULANTE 

On prepare un concentre de lait, dont la 

15 composition, exprimee en g pour 100 g de matieres seches, 
est la suivante : 

Proteines de lait (80% de caseine et 

20% de proteines de serum) 13 

Matiere grasse vegetale 25,5 

20 Lactose 42,25 
Malto-Dextrines 16 
Mineraux 3 
Vitamines 0,25 

On ajoute la matiere grasse vegetale a un lait 

25 de vache ecreme, chauffe a 75°C. On homogeneise a la meme 
temperature en 2 etapes, la premiere sous 200 legs/cm 2 , la 
seconde sous 50 kgs/cm 2 . On ajoute ensuite le lactose et 
les malto-dextrines, prealablement mis en solution dans 
l'eau, puis les solutions de vitamines et de mineraux. 

30 Le melange final est pasteurise a 115°C, puis 

concentre par evaporation a 48% de matiere seche. 

Le concentre refroidi a 37 °C est ensuite 
ensemence a raison de 5% avec une culture de B. breve 
1-2219 contenant 10 9 bacteries/ml . Le pH initial est de 

35 6,15 et la pression osmotique est de 0,96. 

Apres incubation pendant 8 h a 37 °C, dans un 
tank sous air avec agitation periodique 10 minutes toutes 
les 2 heures, le pH est de 6,1 et la population de 




B. breve est de 10 6 bacteries/ml . L'acidite Dornic est de 
48°D. 

Le concentre est seche par atomisation . La 
poudre obtenue, additionnee a de l'eau a raison de 140 g 
5 pour un litre d'eau permet d'obtenir un lait reconstitue 
qui possede les caracteristiques suivantes : pH 6, 6, 
acidite Dornic 12 °D ; aspect de lait liquide sans grains 
de caille. 

EXEMPLE 2 : FABRICATION D'UNE PREPARATION LACTEE 
10 DIETETIQUE POUR NOURRISSONS, A ACTIVITE IMMUNOSTIMUIANTE , 
PRETE A L'EMPLOI, STERILISEE UHT ET CONDITIONNEE 
ASEPTIQUEMENT 

On prepare un melange dont la composition (en 

g/litre) , est la suivante : 
15 Proteines 21 

Matiere grasse 24 

Glucides 83 

Mineraux 5 

Vitamines 0,45 
20 Ce melange est prepare a partir des 

ingredients suivants (pour 100 litres de produit fini) : 

- 58 litres de lait ecreme, 

- 2,4 kgs de matiere grasse, 

- 4,7 kgs de lactose, 

25 - 0,7 kgs de malto-dextrines , 

- 0,3 kg de vitamines, 

- 0,05 kg un complexe mineral. 

Le lait est au prealable traite thermiquement 
en systeme UHT a une temperature de 115 a 120°C. 
30 Dans le lait refroidi a 70 °C, on incorpore la 

matiere grasse et on procede a une homogeneisation en 
2 etapes, 200 kgs/ au cours de la l 6re etape, 50 kgs a la 
2 6me etape. 

Le melange est refroidi a 37 - 38°C, puis 
35 ensemence a 1,5% avec une culture de CNCM 1-2219 
contenant 1 a 5 x 10 9 bacteries/ml. 
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On incube a 37 °C pendant 8 heures dans les 
conditions indiquees a l'exemple 1 ci-dessus, puis on 
procede au ref roidissement , a 5°C. 

Le pH du produit est de 6,3 et la population 
5 de B. breve est de 3 x 10 7 bacteries/ml . L'acidite Dornic 
est de 23°D. 

Le reste des ingredients est dissout dans 
50 litres d'eau d' environ puis ajoute au produit obtenu a 
1' issue de 1' incubation . 
10 Le melange ainsi realise est soumis a un 

traitement UHT a 140°C pendant 6 a 7 secondes avant 
d'etre conditionne aseptiquement . 

EXEMPLE 3 : EFFET IMMUNOSTIMUIANT DE PRODUITS LACTES 
CONFORMES A L' INVENTION 

15 L'effet immunostimulant des preparations 

lactees conformes a 1' invention a ete etudie comme suit : 

- par 1' evolution de flore fecale sur des 
souris a flore humaine ; 

par la regulation du phenomene de 
20 translocation sur des souris monoxeniques a Clostridium 
perfringens . 

Etudes de Involution de la flore fecale chez les souris 
a flore humaine : 

Les souris sont de la lignee C3H a flore 
25 humaine adule. 

II s'agit de la generation Gl, la generation 
GO etant des souris axeniques associees a 1' age adulte a 
la flore humaine. 

- Nombre de souris par lot : 6 

30 - Nombre d'essais : 2 par produit. 

Les souris sont gardees 1 semaine dans une 
meme cage puis reparties a raison de 6 par cage. 

L'age des souris au debut des essais est de 
8 semaines minimum a 11 semaines maximum. 
35 Seront suivis dans la flore fecale : 

- les Bif idobacteries 
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20 



25 



- les Bacteroides Fragilis 

- les spores de Clostridia 

- les spores de CI. perfringens eventuellement 
Techniques microbiologiques 

L' echantillon fecal est preleve 

extemporanement, pese aseptiquement et dilue en solution 
prprpd uite de RINGER (diluee au quart et supplementee en 
chlorhydrate de cysteine a 0,3 g/1). 

Denombrement des bif idobacteries et des 
bacteroides fragilis sur milieux prereduits de BEERENS et 
BBE ensemences directement et incubes en anaerobiose. 

Pour la recherche des spores de Clostridium : 

- les suspensions sont chauffees 10 minutes a 
75°C et ensemencees sur gelose Columbia supplementee en 
glucose (5 g/1) et chlorhydrate de cysteine (0,3 g/1) et 
incubees 5 jours, 

- les colonies de Clostridium sont reperees 
par leur morphologie et une reaction negative a la 
catalase. La morphologie cellulaire est determinee apres 
coloration Gram 3 - 

Les Resultats obtenus avec une preparation 
lactee temoin ayant ete ensemericee avec le ferment CNCM 
1-2219 et administree immediatement sont illustres par le 
Tableau I ci-dessous (temps de contact = 0) 

Tableau I 





TO 


T 7 jours 


T 1 5 jours 


Bifidobacteries 


8,2 ±0,3 


9,3 ±0,1 


8,6 ±0,1 


Bacteroides Fragilis 


7,2 ±0,5 


9,3 ±0,1 


9,2 ±0,1 


Clostridium 


4,3 + 0,1 


5,1 ±0,5 


6,7 ±0,3 



30 



Les resultats sont exprimes en log. et les 
chiffres representent la moyenne des resultats des 
6 souris ; on constate une augmentation significative de 
Bacteroides Fragilis et des Clostridia , d'ou un risque 
inf ectieux . 

Les resultats obtenus avec une preparation 
lactee conforme a 1' invention, ensemencee et ayant subi 
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un contact de 8 heures a 37 °C avec CNCM 1-2219 sont 
illustres par le Tableau II ci-dessous. 

Tableau II 





TO 


T 7 jours 


T 1 5 jours 


Bifidobacteries 


7,1 ±0,1 


11 ±0,5 


10,3 ±0,8 


BacteroTdes Fragilis 


8 + 0,2 


7,9 ±0,3 


nd < 4,7 log 


Clostridium 


3,9 ±0,3 


4,4 ±0,2 


4 (1 souris) 
5 autres : absence 


C. Perfringens 


3,7 ±0,9 


nd 


nd 



nd : non determine 



5 On . constate, par rapport au ternoin, une 

augmentation des Bifidobacteries de 2,5 log et une 
reduction tres importante des Bacteroides et des 
Clostridia, notamment apres 15 jours d' administration. 

Etudes sur souris monoxeniques a Clostridium ™ 

10 -perfringens : 

Objectif : verifier 1' influence des produits 
conformes a 1' invention sur la dissemination des 
bacteries intestinales dans differents organes. 

Condition d' experimentation : souris axeniques 
15 (age = 8 semaines) maintenues en isolateur sterilise, 
alimentees sur la base R03 sterilisee par irradiation. 
Produits testes : 

- eau ultrapure sterilisee par autoclavage 

- eau ultrapure sterilisee par autoclavage 
20 additionnee d' une preparation conforme a 1' invention 

(PCI) a raison de 14 g (poids de poudre) pour 100 ml 4) 
d'eau/ 

Ces solutions sont preparees sterilement 
chaque jour et donnees ad libitum aux souris pendant 

2 5 6 jours. Au terme de cette periode, C. perfringens souche 
LAB (origine humaine intestinale) est inocule a raison de 
3,5 a 4,5 log UFC par souris. On mesure l r implantation et 
la dissemination de Clostridium perfringens dans les 
organes lymphoides par sacrifice de deux souris par lot 

30 24, 48 heures, 4 jours et 7 jours apres inoculation. Les 
denombrement sont effectues par la methode du nombre le 
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plus probable a trois tubes en milieu LS (incubation 46°C 

24-48 heures) . 

Les resultats sont illustres par le Tableau 

III ci-apres : 

Tableau III 



lleon proximal 



J1 



PCI 



eau 



J2 



PCI 



eau 



J4 



PCI 



eau 



J7 



PCI 



eau 



10 



15 



Distal 



Caecum 



_1_ 
2 



Colon 



Plaques de Peyer 



Ganglions 
mesenteriques 



Bacteriemie 



Rate 



Foie 



Rein 



1 



1 



Poumon 



Legende du Tableau III : 

0 = Faible implantation/dissemination 

1 = implantation/dissemination moyenne 

2 = implantation/dissemination importante 

On constate : 

- un retard d' implantation de 24 heures de 
C. perfringens apres administration du produit conforme a 
1' invention ; 

une dissemination dans les organes 
lymphoides faible, chez les souris ayant absorbe le 
produit conforme a 1' invention .( PCI ) . 

Ces resultats montrent que les preparations 
conformes a 1' invention regulent la dissemination de 
Clostridium perfringens dans les organes lymphoides. 
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RE VEN D I CAT I ON S 

1) Precede de preparation d'un produit lacte 
immunostimulant , caracterise en ce que 1'on effectue la 
bioconversion d'un substrat laitier a l'aide d'une 

5 culture de Bifidobacterium, par maintien dudit substrat 
en contact avec ladite culture, dans des conditions 
defavorables a la fermentation par Bifidobacterium. 

2) Procede selon la revendication IT" 
caracterise en ce que la mise en contact du substrat 

10 laitier et des Bifidobacterium est effectuee a raison de 
1 x 10 7 a 1 x 10 9 QFC par ml de substrat laitier, et la 
population finale de Bifidobacterium a 1' issue de la 
reaction de bioconversion est de 1 x 10 5 a 1 x 10 9 UFC par 
ml de produit. 

15 3) Procede selon une quelconque des 

revendications 1 ou 2, caracterise en ce que le pH du 
substrat laitier lors de la mise en contact avec les 
Bifidobacterium est de 6,3 a 7 et le pH du produit a 
1' issue de la reaction de bioconversion est de 6 a 7 . 

20 4) Procede selon une quelconque des 

revendications 1 a 3, caracterise en ce que le temps de 
contact entre le substrat laitier et les bacteries est de 
6 a 24 heures. 

5) Procede selon une quelconque des 
25 revendications 1 a 3, caracterise en ce que l'on met en 

oeuvre - une culture de Bifidobacterium comprenant la 
souche de Bifidobacterium breve deposee le 31 mai 1999, 
sous le numero 1-2219 aupres de la CNCM. 

6) Produit lacte caracterise en ce qu'il est 
30 susceptible d'etre obtenu par le procede selon une 

quelconque des revendications 1 a 5. 

7) Produit lacte selon la revendication 6, 
caracterise en ce que son pH est de 6 a 7 . 

8) Aliment lacte obtenu a partir d'un produit 
35 selon la revendication 7. 



# 
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9) Aliment lacte selon la revendicat ion 8, 
caracterise en ce que son pH est de 6 a 7,5, de 
preference de 6, 5 a 6,9. 



